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　　Staphylokinases　produced　by　51　strains　of　5広砂勿り‘06‘％5απプ8祝3　isolated　from　clinical　specimens　were
studied　with　special　regards　to　their　immunQlogical　relationships　and　electrophoretic　behaviors．
　　Staphylokinases　were　divided　into　three　groups　by　their　electrophoretic　mobilities　which　corresponded
to　their　isoelectric　points．
　　They　were　presumal）1y　derived　from　a　commQn　original　molecule　by　post－translational　modi丘cation．
　　No　relationship　was　observed　between　the　staphylokinase　productivity　and　the　pathogenicity　of
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A．緒 言
　ぶどう球菌は，生物学的活性を持つ多種類のタンパク質
を，菌体外に産生する，スタフイロキナーゼはそれらの中
の一種で，血液中に存在しているプラスミノーゲンを活性
化して，タンパク分解酵素のプラスミンに変える作用が
ある．
　1965年にWinklerら1）はぶどう球菌のスタフイ・キナ
ーゼ非産生株に，テンペレートファージを感染させて乙原
化すると，それまで産生していた’β一溶血素を産生しなくな
り，その代わりにスタフイロキナーゼを産生するようにな
ることを報告した．この現象は一種の溶原変換と考えられ
るが，この結果だけから直ちに，ファージゲノム中にスタ
フイロキナーゼの構造遺伝子が存在していると結論するわ
けにはいかない．近藤ら2）は非溶原菌でもスタフイロキナ
ーゼに対する抗体と反応するタンパク（CRM）を産生して
いることを見出だした・スタフイロキナーゼ分子の構造遺
伝子は菌のゲノム上にあって，何らかの理由で，その完全
な発現が抑えられていて，ファージにこの抑制を解く因子
が存在していると想定した・一方藤村らはマイトマイシ
ン3）やブレオマイシン4）で溶原菌を処理してプロファージ
を誘発すると，ファージの増殖に伴ってスタフイロキナー
ゼの産生が著しく増すことを見出だした．このことから，
スタフイロキナーゼの構造遺伝子はファージゲノム上にあ
ると推論した．
　上記の二つの可能性に結論を与えるのに，性質のちがう
二種類のスタフイロキナーゼの産生を利用する方法があ
る。それぞれを産生する菌から分離したファージで，同じ
非産生菌を別々に溶原化する．もしファージの種類に関係
なく，同じ種類のスタフイロキナーゼを産生するならば，
スタフイロキナーゼの構造遺伝子は菌のゲノム上に存在し
ていることになる．もしファージゲノム上にあるのならば．
親株と同じ種類のそれぞれ違ったスタフイロキナーゼを産
生するはずである・
　この種の実験をするためには，まず性質の違うスタフイ
ロキナーゼを産生する菌株を分離しなけれぽならない．
　また，ぶどう球菌の病原性と最も高い相関を示すのは，
現在，コァダラーゼとDNaseの産生能であると云われて
いる．スタフイロキナーゼと病原性との関係も同時に知る
目的で患者分離株を集めて，スタフイロキナーゼ産生能と
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産生するスタフイロキナ心外の性質を比較した．
B．材料及び方法
　1．菌株1札幌医科大学附属病院中央検査部で，1976
年1月から1976年4月までに，患者から分離した3’α一
ρ勿Z・60‘6螂α％r8螂51株を使用した．分離と同定は以下
のように行った．
　患者材料別に，それぞれの培地を使用した．
　1）膿，耳漏：血液寒天平板培地（市販の馬血液寒天
培地〉．
　2）喀疾，咽頭ぬぐい液1血液寒天平板培地とチョコ
レート寒天平板培地）．
　3）胆汁：血液寒天平板培地とドリガルスキー改良培
地（約1％の割合に乳糖を含有し，pH指示薬としてプロ
ーム・チモール・ブルーを添加したもの）．
　4）胸水，腹水，穿刺液；カルチャーボトル2号培地
（臨床用チオグリコレート培地）と血液寒天平板培地．
　5）静脈血；カルチャーボトル1号培地（ブレインハー
トインフユジョンブイヨン）とカルチャーボトル2号培地．
　6）　ドレインチューブ：　ブレインハートインフユジョ
ンブイヨン培地．
　各培地に検査材料を入れて37C。一夜培養する．寒天平
板培地では菌の発育増殖による集落形成の有無を観察す
る．また液体培地の場合は37。C7日間培養を続け，毎日観
察して，菌の発育増殖による混濁を認めたら，無菌的に培
養の一白金耳を血液寒天平板培地に移植する．37。Cに一
夜培養して集落を形成させる。
　どちらの場合も，寒天平板培地上の集落から細胞をとり，
グラム染色して鏡検し，グラム陽性球菌でブドウ房状の配
列があるかどうかを確める．
　さらにブドウ球菌培地No．110にうえて黄色色素の産
生をしらべ，また食塩耐性を確める．同時に正常ウサギ血
漿を用いて試験管法によるコアグラーゼ産生と，DNA培
地を用いてDNA分解酵素の産生を確認して，黄色ブドー
球菌と同定している・
　2．スタフィロキナーゼ産生：Difco　Nutrient培地と
1．5％寒天（和光）を含んだ培地の10m1を加熱溶解してか
ら56℃に保つ．これに，ヒト血漿10mZを加えて，さらに
に15分保ってから，直径9cmのプラスチック製ペトリ皿
に流す．この培地上では，スタフイロキナ一風産生菌は，
集落の周辺に透明部分を形成することによって，非生産菌
から容易に区別できる．
　3・スタフィロキナーゼ活性の測定：Tris－HC1緩衝
液，pH　7．6，0．01　Mで調製した1．6％寒天に，0．01　M，　NaN3
を加えて56。Cに保つ．これに2％CaC12・2H20を04　m♂
と2傷カゼインを0．05m♂とヒトのプラスミノーゲン（20
Cu／mZ）0．05　m♂を加えてからペトリ皿に流す．寒天が固
ってから，直径5mmの穴をあける．この穴に試料を20μ」
加える．30。Cに18時間置いてから，穴の周囲にできた透
明円の直径を測る（第1図）．スタフイロキナーゼの量の対
数は，直径の自乗に比例する（第2図）．透明円の直径が
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　第1図　カゼイン寒天平板法
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10mmの時のスタフイロキナーゼ量を1単位とする．
　ポリアクリルアミドゲル電気泳動：Davis5）の方法によ
り，7％，pH　9．4のポリアクリルアミドゲルを調製する．こ
れにポリエチレングリコールで透折して10倍に濃縮した
培養上清を20μのせる．泳動後，ゲルをガラス管から分
離して，直ちに一20。Cで凍結する．凍結したゲルをピア
ノ線で1mmの厚さに切り，切片をカゼイン寒天平板の穴
に入れる．Tris－HC1緩衝液pH　7．6，00．1　Mで穴を満し
て，30。Cに18時間保つ．生じた透明円の直径を測り，標準
曲線からスタフイロキナーゼの量を決定した．
　ヒトのヘモグロビンを同時に泳動し，ヘモグロビンのバ
ンドの位置との比較で泳動度を表わした．
　5．スタフイロキナーゼのプラスミンによる処理：等
電点分画法によって分離した．菌株959の産生するpl　6・75
のスタフイロキナーゼ（100u／0．1m♂）にイヌのプラスミノ
ーゲンを1u／0．1　mJ加えて37QCに保った．
C．結 果
　分離した51株に関し，分離された診療科，分離材料，ス
タフイロキナーゼ産生能について第1表に示した．スタフ
イロキナーゼの産生が認められなかったのは6株であっ
た．この三つの因子間に相関は認められなかった．
　各菌株の産生するスタフイロキナーゼの免疫学的異同を
調べた．方法で述べたカゼイン寒天平板を作る・これにオ
ーキタロニー法に準じて穴をあける．中心の穴にはps　47
の産生するスタフイロキナーゼの抗体を，まわりには，各
菌株の培養上清の濃縮液を加えた．もし抗原抗体反応が起
これば，スタフイロキナ一二活性は阻止され，透明円の抗
体側が直線的に欠けるはずである・
　第3図に示したのはその一部で，どの菌株によって産生
されるスタフイロキナーゼも，この抗体によって阻止され
た．しかし，この免疫学的方法によってはスタフイロキナ
ーゼの反応に関して共通な構造のあることは推論できる
第1表　患者分離株によるスタフイキナーゼ産生
No．
3
37
46
64
118
138
149
297
318
371
372
386
428
434
477
622
644
科名
胸部外
第二内
耳　鼻
放射線
皮　膚
皮　膚
一般外
小　児
呼　吸
整　形
胸部外
耳　鼻
整　形
整　形
小　児
耳　鼻
婦　人
材料
膿
膿
耳　漏
膿
膿
膿
ドレイン
チューブ
喀　疾
膿
膿
胸　水
耳漏
膿
mm＊
0
o
●
●
10
●
　　ll膿　　t　1
静脈血
耳　漏
腹　水 ●
1520
●
●
1●
1
●
●
●
●
●
●
5
●
●
＜
●
NQ、
667
694
716
740
766
802
829
853
878
891
904
906
935
959
山名
小　児
耳　鼻
産
小　児
泌　尿
道　児
皮　膚
耳　鼻
一般外
耳　鼻
小　児
胸部外
胸部外
気部外
1005整　形
1092第一内
11160一般外
材料
胸　水
耳　漏
膿
胸　水
膿
胸　水
膿
耳漏
膿
耳　漏
胸　水
膿
膿
窄刺液
膿
胆　汁
膿
nln1＊
0
●
10
●
15
●
●
●
●
20
●
●
25
●
●
●
●
●
●
●
＜
●
●
No．
1191
1259
1301
呼名
一般外
画　内
災　外
1307整　形
1311
1344
耳　鼻
耳　鼻
1435小児
1485整　形
・4971一般外
1671
2151
一般外
呼　吸
2172一般外
2351整　形
材料
濃
喀　疾
膿　水
膿
耳　漏
斗　点
画　頭
団
匪
膿
胸　水
膿
膿
2463小児1膿
　　　　　1
2547災　外
2612一般外
2936耳　鼻
引
目
耳　漏
Inm＊
010
●
！5
●
●
●
●
●
20
●
●
25く
●
●
●
●
●
●
・i
●1
●
＊　プラズマ寒天平板培地上のコロニーの周辺の透明円の直径
282 牧野・永井　　スタフィロキナーーゼ 札幌医誌1978
Unit／m【
第3図　スタフイロキナーゼの免疫学的比較
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が，細部の違いを知ることはできない．
　主な菌株について，その産生するスタフイロキナーゼの
電気泳動度をしらべた．（第4図）すべてのスタフイロキナ
ーゼは，泳動度で大別して三つのグループになる。菌株に
よってそれらの産生のパターンが違っている1311と1344
は泳動度0．8のものだけ，802と959は主に泳動度0．6で少
：量の0．8も産生している．2171，1092，1259は0．8と1．0，
931は0．6，0．8，1．0のすべてを産生している．
　等電点の違うスタフイロキナーゼの存在がすでに報告さ
れているが6），菌株959の培養上清を等電点分析すると，こ
の場合もpI　6．75，6．15，5．78の3つの画幅にスタフィロキ
ナ一働活性が認められた・これらを，それぞれ濃縮して，
電気泳動した結果を第5図に示した．この結果から泳動度
の違いが，等電点の違いを反映していることが結論される・
また菌株959は電気泳動では泳動度1．0の心血に活性を示
さないが等電点分析ではそれに相当する活性が認められ
る．これは両者の感度の違いによるものであろう・
　pS　47の産生する等電点6，7と6．1のスタフイロキナー
ゼが，プラスミンで処理することによって，どちらも直接
等電点5．7に変化することは，すでに報告されている6）．
　菌株959のスタフイロキナーゼについても，泳動度0．6
（＝pl　6．7）のものをイヌのプラスミノーゲンで処理すると，
泳動度1．0（＝pI　5．7）に変化することがわかった（第6図），
この場合にも，トリプシンによる処理7）と違って，泳動度
0．8のスタフイロキナ一碧は出現しない．
D．考 察
　患者分離株のほとんどがスタフイロキナーゼを産生して
いる．1第1表）このことは，牛の乳房炎から分離したぶど
う球菌ではほとんどがスタフイロキナーゼを産生しないと
いう事実ときわだった対照を示している．この現象の背後
に，ぶどう球菌の病原性と宿主特異性の関係へのスタフイ
ロキナーゼ（あるいは，それと相補的な関係で産生される
β一溶血素）の関与が想定されるが，現段階では未だ具体的
にその機構について立ち入るに充分なデーターがない．
　分離菌株の産生するスタフイロキナ一尺が，泳動度によ
ってそれぞれ特異のパターンを示している（第4図）．しか
し，この3種のスタフイロキナーゼの関係は，泳動度0．6→
1．0とプラスミン（第6図）処理によって，0．6→0．8→1．0と
トリプシン処理によって7）変化するものである．したがっ
て（0．8）と（1．0）はいずれも（0．6）の分子が一度合成されて
から，蛋白加水分解酵素によって修飾を受けた結果生じた
ものと推定される・すなわち，3種のスタフイロキナーゼ
は，それぞれ別個の構造遺伝子によって想定されるのでは
なくて，一個の構造遺伝子の情報によって合成されたスタ
ブイロキナーゼ（0．6）が，菌の持っているタンパク分解酵
素によって修飾されて，（0．8），（1．0）に変化したものと考え
られるη・したがって，・各菌株の示すスタフイロキナーゼ
の産生パターンは，むしろ，その菌株の持っているタンパ
ク分解酵素の特異性の質的・量的なちがいを反映している
ものであろう．
　以上の実験結果からは，はじめに目的とした，構造の異
るスタフイロキナーゼを産生する菌株は得られなかったこ
とになる．スタフイロキナーゼの分子量は約13，000であ
り，タンパク分子としては可成り小さいものであるから，
おそらくその大部分が，活性に必須な構造と考えられる．
アミノ酸配列の僅かな変化も活性の喪失に導き，構造の違
うスタフイロキナーゼを生じるような突然変異の確率は低
いとも考えられる．しかし，スタフイロキナーゼ（pl　6．7）
から（pl　5．7）への変化に際して，分子量3，000程のペプチ
ド鎖が失われているが，活性に変化がない6）．このことは，
スタフイロキナ一八（pl　6．7）に活性に関係のない部分があ
ることを示唆している．この部分のアミノ酸配列に変化を
来たすような突然変異の可能性は充分考えられる・今後は
突然変異誘起剤による変異株の分離を試みるつもりである，
E．結 論
　患者分離の黄色ぶどう球菌51株について，スタフイロキ
ナーゼ産生能と，産生したスタブイPキナーゼの性質の比
較を行った．
　スタフイロキナーゼは，電気泳動度によって，3種に大
別された菌株によってこの3種のスタフイロキナーゼは，
いろいろな組合わせで産生されている．
　免疫学的には，それらの間に差は認めることができなか
った．
　3種のスタフイロキナーゼは，共通の構造遺伝子の規定
のもとに合成されたものであり，泳動度の違いは，タンパク
分解酵素による而立後修飾によって生じたものであろう．
　51株中，非産生株は6株で，産生能と，分離材料，分離
された診療科との間に相関は認められなかった．
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